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PRODU~Ao DE AFLATOXINA 81 PELO Aspergillus ffavus NRRL 6613
EM TRES VARIEDADES DE MILHO (Zea mays L.)*
Guilherme PRADO**; M. Berenice C.M. VIEIRA**; Jamilton Pereira SANTOS***; Marize Silva
DE OLiVEIRA**.
Foi verificada a produfiio de aflatoxina B1pe/o Aspergillus flavus NRRL 6513 em tres
variedades de mi/ho (Zea mays L.), cu/tivadas no Centro Naciona/ deMilho e Sorgo em Sete Lagoas,
Minas Gerais. As amostras, em trip/icata,forampreviamente autoclavadas a 11JOCpor 10 minutos e
inocu/adas com 1,Omlde uma suspensiio salina de esporos (l,Ox 106 esporos/mI). Apos incuhafiio por
14 dias a 16±JOC, em atividade de tigua 0,97, a aflatoxina B1 foi quantificada uti/izando-se de
cromatografia em camada de/gada e comparafiio com padroes. Todas as tres variedades
apresentaram-se susceptiveis a infecfiio pe/o fungo e a produfiio de aflatoxina B 1.
AFLATOXIN 81 PRODUCTION 8Y Aspergillus flavus NRRL 6513 IN THREE
VARIETIES OF CORN (Zea mays L.). It was verified the production of aflatoxin 81 by
Aspergillus f1avus NRRL 6513 in three varieties of corn (Zea mays L.), cultivated at the National
Research Center of Corn and Sorghum in Sete Lagoas, Minas Gerais. The samples, in triplicate,
were previously autoclaved at 121°C for 20 minutes and inoculated with 1.0ml of a spore saline
suspention (1.0 x 106 spores/ml). After incubation of 14 days at 26±1°C, in water activity of 0.97,
the aflatoxin 81 was quantified using thin layer chromatography and visual comparison wrth .
standards. All three varieties showed to be equally susceptible to infections by the fUJlgi and to
the production of aflatoxin 81.
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As aflatoxinas sac metabolitos secundarios produzidos por fungos que contaminam
as culturas no campo, os graos durante 0 armazenamento e tambam os produtos alimenticios
destinados diretamente ao consumo humano, sendo a aflatoxina B1 a mais toxica, com
atividade carcinogenica, teratogenica e mutagenica (10).
o milho a urn importante cereal para a nutric;ao humana, sendo 0 Estado de Minas
Gerais urn dos maiores produtores do Brasil. Publica~6es referentes a contaminac;ao de milho
com aflatoxinas em nosso pais sac escassas para se ter uma real dimensao do problema (6)
(7) (8). Entretanto, estudos referentes a incidencia de aflatoxinas em milho, em outros paises,
revelam ser esta uma questao de saude publica (2). Consequentemente, pesquisas que
envolvem novos conhecimentos sobre produc;ao de aflatoxinas em milho sac de grande
interesse, e devem ter carater relevante nos laboratorios analiticos de micotoxinas.
o milho, embora seja uma importante fonte de energia, a relativamente pobre em
proteina. Alam disso, essa proteina a de baixo valor biologico por apresentar reduzidos teores
de lisina e triptofano. Entretanto, 0 Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo, da
EMBRAPA - Sete Lagoas, obteve recentemente uma variedade de milho branco (BR 451) que
apresenta boa produtividade e cerca de 85% mais Iisina e triptofano que 0 milho comum (3).
Poram, estudos com essa variedade, referentes a infecc;ao por fungo e contaminac;ao com
aflatoxinas nao foram executados, 0 que acarreta uma incerteza aos produtores para sua
utilizac;ao em escala comercial.
o objetivo deste trabalho foi verificar a produc;ao de aflatoxina B1 em milho, apos
inoculac;ao de Aspergillus flavus NRRL 6513, nas variedades BR 451 (milho branco) e BR 201
e 106 (milho amarelo), duas das variedades mais plantadas no Estado de Minas Gerais.
2.1 - Amostragem e p.reparo da amostra
Utilizaram-se amostras de milho em grao, cultivadas no Centro Nacional de
Pesquisa de Milho e Sorgo, da EMBRAPA - Minas Gerais das variedades BR 451, 201 e 106,
e nas quais nao tin ham side detectadas aflatoxinas. Cada uma das variedades foi plantada em
quatro areas de 100m2, sendo 0 espa~mento entre as fileiras de 1mea distancia entre as
covas de 20cm. A produc;ao foi da ordem de 7-8kg/area plantada. Foram coletados 2kg de
cada variedade por area plantada. As amostras foram reunidas e homogeneizadas obtendo-se
8kg de cada variedade. Aliquotas de 1kg, em triplicata, foram entao autoclavadas a 121°C por
20 minutos para destruic;ao da microbiota natural.
2.2 - Microrganismos
Foi utilizada cepa de Aspergillus flavus NRRL 6513, forte produtora de aflatoxina
B1, do Northern Regional Research Laboratory. Com 0 objetivo de assegurar a toxigenicidade
fungica, a cepa foi mantida em meio de agar batata (AB) coberto por camada de vaselina estaril
e em meio de arroz a 26±1°C. Para a obtenc;ao de inoculos com 0 fungo, foi feito,
assepticamente, 0 repique para tubo inclinado de AB, 0 qual foi incubado em estufa B.O.D a
26±1°C durante 10 dias. Ap6s este periodo de tempo, os esporos foram ressuspendidos em
5ml de salina a 0,9%, sendo a concentrac;ao, em esporos/ml, determinada atravas de contagem.
em camara de Neubauer. A suspensao de esporos assim obtida foi empregada para a
inocula<;ao das amostras.
2.3.1 - De Inocula9Bo da cepa de Aspergillus f1avus NRRL 6513
Em capela de f1uxo laminar, procedeu-se it adi~o de 1,Oml da suspensao salina
de esporos (2.2), de concentra~o 1,0 x 106 esporos/ml, a 10g de milho em grao, preparado
de acordo com 0 item 2.1. Em seguida, as amostras foram colocadas em camaras equilibradas
a 0,97 de atividade de agua (5) e incubadas por 14 dias a 26±1°C.
2.3.2 - De determina9Bo de aflatoxlna 81
A aflatoxina B1 foi quantificada pela tecnica descrita por VALENTE SOARES (9) e
a confirma~o foi efetuada pelo metoda de PRZYBYLSKI (4).
Na Tabela 1 estao apresentados os resultados cla determina~o de aflatoxina B1
nas amostras inoculadas com 0 Aspergillus f1avus NRRL 6513.
TABELA 1. Teores de aflatoxina B1 em amostras autoclavadas de milho em grao inoculadas
com Aspergillus f1avus NRRL 6513.
BR 106
BR 201
BR 451
Aflatoxina B1 (~glkg) 1
16300
19500
19500
1 Media de triplicata
2 Atividade de agua: 0,97
Os elevados teores encontrados mostram que 0 milho, quando presente fungo
toxigenico em condi90es ideais de temperatura e atividade de agua, e urn excelente substrato
para a produ~o de aflatoxinas, sendo pois motivo real de preocupa~o das autoridades ligadas
it saude publica. Salienta-se que os valores de aflatoxinas observados foram superiores ao
permitido pela legisla<;ao brasileira, que fixa em 30f.lg/kg (B1 + G1) a tolerancia maxima de
aflatoxinas em alimentos destinados ao consumo humano (1).
Pode-se observar tambem que as tres variedades de milho mostraram-se
igualmente susceptiveis it contamina<;ao por fungo e it produ~o de aflatoxina B1, nao
apresentando varia90es significativas entre as variedades.
Esses resultados estao coerentes com a contamina~o por fungos encontrados
por PRADO em 1991 (dados nao publicados), quando foi efetuada a contagem de bolores e
leveduras e a analise de aflatoxinas em amostras de milho armazenadas por pequenos
produtores da regiao do Alto Paranaiba, MG. Naquela oportunidade, foram analisadas 18
amostras de milho branco (BR 451) e 12 amostras de milho amarelo de diversas variedades,
empalhadas e nao empalhadas. ° nivel de contamina~o de bolores e leveduras, nos dois
tipos de milho, branco e amarelo, era da mesma ordem de grandeza: 105 - 106UFC/g. Nao
foram observadas aflatoxinas em nenhuma das amostras. A nao produ~o de aflatoxinas pode
ser explicada pela ausencia de fungos toxigenicos e/ou falta de condic;oes ideais (temperatura,
atividade de agua) para a biossintese de aflatoxinas pelo fungo.
A nova variedade BR 451 (milho branco) e igualmente susceptivel a infec~o por
fungo e produ~o de aflatoxina, quando com parada as variedades BR 106 e BR 201 (milho
amarelo).
Os resultados do presente estudo sugerem que na presenc;a de uma cepa
toxigenica a contamina~o por aflatoxinas ocorrera independente da variedade de milho
infectado.
Como no Brasil sac poucas as pesquisas referentes a resistencia de variedades
de milho e outros cereais a invasao fungica e/ou a produ~o de micotoxinas, seria interessante
que outros trabalhos envolvendo novas variedades e diferentes cepas de Aspergillus f1avus e
Aspergillus parasiticus, produtoras de aflatoxinas, sejam desenvolvidos para urn maior
conhecimento e esclarecimento desse assunto.
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